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Depolarised heparin having low mol. wt, is obtd. by treating a 
quaternary ammonium salt of heparin with a quaternary ammonium 
hydroxide in a non-hydroxylated solvent, and isolating the prod, as a 
sodium, calcium or magnesium salt. The heparin may be of various 
origins (cattle, pigs, sheep) and this is treated with the ammonium 
hydroxide at 10-60 deg.C. The solvent used may be dichloromethane, 
formamide, or dimethyl formamide, or any other solvent free from 
hydroxyl gps . . The ammonium hydroxide used is pref. benzyl trimethyl 
ammonium hydroxide (Triton B; RTM) . If desired the product may undergo 
a mild redn. , e.g. with sodium or potassium borohydride, to stabilise 
terminal gps.. The final prod, has a mol. wt. between 2500 and 6000 
daltons, and may be purified by fractional precipitation, 
chromatography, or ultrafiltration. 

USE /ADVANTAGE - Antithromboticm agent. This prod, has a 
longer-lasting effect on anti-factor Xa, and a lower tendency to cause 
haemorrhaging than does heparin itself. (Correction to patentee name + 
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© ProcSd* pour la ctepolymerisatton de I'heparlne pour I'obtentlon d'une Sparine de bas polds 
moleculaire dotee d'une activity antithrombotique. 

© II s'agit d'un precede de depolarisation de THeparine pour obtenir un Sparine de bas poids moleculaire 
constitute par un melange de fragments d'Heparine de composition optimale, menant a son but la depoiarisa- 
tion en traitant d'un seul sel d'ammoniaque cuaternaire d'Heparine avec un diroxyde d'ammoniaque cuatemaire 
dans un solvant non hydroxyle, a temperature entre les 10 et 60° C. en soumetant le produit obtenu a un 
traitement mode're' avec un borohydrure de sodium et permanganate potasique. 
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PROCEDE DE DEPOLARISATION DE L'HEPARINE POUR L'OBTENTION D'UEN HEPARINE DE BAS POIDS 
MOLECULAIRE DOTE D'UNE ACT1VITE ANTITHROMBOTIQUE 

La presente invention se rapporte a un nouveau procede de depolarization de rHeparine. II consiste 
particulierement a preparer un Heparine de bas poids moleculaire. constitue par un melange de fragments 
d'HSparine de composition optimale, capable de refouler selectivement quelques facteurs de la coagulation. 
L'invention concerne egalement les produits resultants de Implication du procede\ 
s L'Heparine est une mucopolisaccharide sulfate d'origine animate, extrait de I'intestin et du poumon de 
mammifere (vache. mouton, pore) et utilise© depuis longtemps dans la therapeutie humaine pour la 
prevention et le traitement des maladies thromboembolique. 

C'est un fait, que i'utilisation de rheparine s'accompagne d'effets hemoragiques tres desagreables et 
que I'emploie quotidien, trois piqQres subcutanees ou intraveineusrs constituent un inconvenient consldera- 

to ble. , 

Actuellement, il est admis que I'activate antithrombotique de I'H^parine est due principaJement a sa 
capacity d'activer I'antothrombine ill. proteine du plasma, puissant inhibeur du facteur X active et de la 
thrombine. 

En sorte qu'il est possible de mesurer au moyen de tests speciflques de I'inhibition de ces facteurs. 
On sait egalement que les H^parines courament utilises therapeutiquement sont des melanges de 
chaines polisaccharides diversement sulfates, de longitude -variables, constitutes par I'enchainement 
d'unites de Glucosamine et d'Acides Idoroniques ou Glucoronique. Le poids moleculalre moyens de ces 
Heparines varie de 12.000 a 18.000 daltons et les valeurs extremes de ces chaines courtes et longues 
s'Stendent entre les 3.000 et les 40.000 daltons. 

Les investigations realisees par les differents auteurs ces demieres annees. montrent que les fractions 
de THeparlne constitutes par des chaines courtes et de poids moleculaires moyen compris entre les 4.000 
et les 6.000 daltons, possedent une action selective sur le facteur Xa et ont peu d'effet sur la coagulation 
globale mesunie avec des proctdes pharmacologiques. De plus, on a constats' que ces fractions de bas 
poids moleculalre employees par vole subcutane ont une action moleculaire plus durable que mSparine et 
cela se traduit par une activity palsmatique plus longue, mesurd par un test d'activite anti-facteur Xa. 

D'autre part, une demonstration faite dit que ces fractions produlsent des effets hemoragiques 
beaucoup plus bas que rHeparine. Ces rtsultats experimentaux ont 6te confirmes par de nombreux essais 
cllniques qui ont prouves que les Heaprines de bas poids moleculaire. sont efficaces pour la prevention de 
thrombose postoperatoire quand on prend de 20 a 40 mg. environ par Jour, et qu'ils induisent moins 
30 d'effets hemoragiques que rHeparine conventionnelle. 

On sait depuis longtemps que les fractions d'Heparine de bas poids moleculaire peuvent s'obtenir par 
filtration sur le gel Sephadex ou Bio-Gel d'une Heparine commerciaie. la preparation par hydrolyse 
anzymatlque est egalement bien connue, au milieu d'Heparinase. des produits de depolarisation de 
I'Htparine avec un poids moleculaire et avec una activity coagulante de 70 unites U.S.P. environ. Tout au 
35 long de ces demieres annees divers moyens chimiques ont et§ utilises pour (a depolarisation de I'Heparine. 
Traitement avec Nitrite sodique au milieu d'acide. traitement alcalin tester utilisation de radicales libres 
engendres en presence d'eau oxyg6n4. Ces moyens permettent d'obtenlr, avec des rendements variables, 
des melanges de fragments d'Heparine dans lesqueis de poids moleculaire moyen et I'activite anticoagu- 
lante varient selon le precede et les conditions de I'operation. 
40 Les etudes effectuees par la demanderesse ont mene a une mise au point d'un -nouveau precede 
pour la depolarisation controlee par rHeparine. 

Ce procede consiste a traits un sel d'ammoniaque cuatemaire dans un solvant -propre, par un 
hydroxyde d'ammoniaque cuatemaire. Le reaction peut s'effectuer a temperature ambiente ou a une 
temperature plus Slevee. Le sel d'ammoniaque cuatemaire d'Heparine s'obtient par (a salification complete 
45 des groupes sulfates, sulfamides et carboxylase de rHeparine par un ammoniaque cuatemaire. 

L'Hydroxyde d'ammoniaque cuatemaire peut etre un produit de commerce, comme -I'hydroxyde de 
benciltrimetilammoniaque (Triton B), ou un autre hydroxyde en solution aicoholique, comme le methanol, 
ethanol ou isopropanol. Cet hydroxyde peut s'obtenir faciiement a partlr d'un halogene d'ammoniaque 
cuatemaire par une reaction de change sur un changeur d'inones. 
so Ente les seld d'ammoniaque cuatemaire d'Heparine, il est preferable utiiiser des sels d'ammoniaques 
de chalne longue cornme le citilplride. didecildimetilammoniaque, benzatone... 

Les solvants preterament utilises dans les reactions de depolarisation sont le dlclorometane, la 
formamede, le dimetilformamide ou n'lmporte quel autre solvant qui soit pblaire non hydroxy!*. 

Les conditions operators, surtout la temperature, la duration de la reaction et la quantite d'hydroxyde 
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permettent d'obtenir un grade de depolarisation souhaitee. 

Apres la reaction, les produits obtenus de la precipitation s'isolent, par une solution alcoholique d'un sel 
alcalin ou alcalin-terreux. On peut egaiement fractionner les produits obtenus par les moyens habituelsde 
precipitation fractionne, de ultrafiltration ou cromatographie. 

ce precede originel, objet de la presente demande, se diferncie des autres procSdds chimiques connus 
jusqu'S ce jour, car ii se d£veloppe dans un milieu non aqueux, dans un solvant inerte et dans des 
conditions qui peuvent etre extremement douce. Un des avantages de ce procede est qu'ii ne degrade pas 
le lien actif de la moiecul d'Heparineet qu'il ne provoque pas de reaction secondaire de desulfatation. Un 
autre avantage est que les fragment d'HSprine de bas poids moieculaire qui n'ont aucune activity 
biologique, s'Sliminent automatiquement dans I'dtape finale de la precipitation, de sorte que le produit 
obtenu prSsente une composition optimale, r^gfge par les conditions operatoires, en fonction du poids 
moieculaire moyen desire. 

De plus, le rSactif principaie de la reaction, c'est & dire, I'hydroxyde d'ammoniaque cuaternaire, ne 
prdcipite et ne tache pas le produit final. 

Les melanges d'olisaccharides obtenus selon le precede defendu peut etre fractionne par des 
methodes connues: precipitation fractionne, cromatographie, ultrafiltration. 

il est egaiement tres avantageux soumettre ces produits h Taction douce d'un agent rgducteur comme 
le borohydrure de sodium ou de potasium, pour que les groupes terminaies se stanilisent. 

Les compositions resultantes de rapplication du procede dSfendu peuvent s'obtenir & partir d'HSparine 
de divers origines (vache, pore, mouton), de qualite courante ou bien avec des caracteristtques partlculi&re, 
comme une activity specifique superieur a 220 unites U.S.P. Le poids moleculaire moyen de ces H6parines 
pourra varier entre les 10.000 et 20.000 daltons. Ces compositions sont constitutes par des oligosacchari- 
des dans lesquels le poids moleculaire varie de 1.200 & 15.000 daltons. Les compositions utilis£es pour ia 
prevention et le traitement des maladies thromboemboliques auront un poids moleculaire moyens compris 
entre 2.500 et 5.500 daltons preferament. Les produits seront administres sous la forme de sel pharamcolo- 
gique acceptables, comme le sel sodique, calcique ou de magnesium. 

la dose quotidienne pour la prevention des thromboses post-operatoires sera d'environ 20 & 60 mg. ( 
avec un rythme d'administration subcutane par jour. Ces produits peuvent egaiement s'utiiiser pour le 
traitement des hyperlipemies et comme antiinflamation. 

Les exemples ci-jotnts iliustrent invention, et ne limitent absolument pas sa portee. 



Exemples illustratifs 



Exemple 1 

Disoudre 10 mg. d'Heparine de Bencetone dans 50 ML de dicloromethane et ajouter 2 ml. d'une 
solution d'hydroxyde de benciltrimetilammoniaque (Triton B) a 40% dans le methanol. Laisser reposer la 
solution 24 heures & temperature ambiente et ajouter ensuite 2 ml. de solution de Triton B. Apres 24 heures 
de repos, ajouter 50 ml. d'une solution acethate de sodium au 10% dans le methanol, le prgcipite se 
reprend par filtration, lave au methanol et seche. On obtient 2,9gr. d'Heparine depolarise. 



Exemple 2 

Dissoudre 10 gr. d'heparine de bencetone dans 50 ml. de dicloromethane et ajouter 2 ml. d'une 
solution de Triton B a 40% dans le methanol, cette solution doit bouillir durant 6 heures.ensuite laisser 
reposer a temperature ambiente. precipiter ajoutant 50 ml. d'une solution au 10% d'acethate sodiqu? dans 
le methanol, isoler le precipit par filtration, laver avec le methanol et laisser s£cher. On obtient 2,5 gr. 

Entre les sels d'ammoniaque cuaternaire d'Heparine, ii est preferable utiliser des sels d'ammoniques de 
chaine longue comme le citilpiride, didecildimetilammoniaque, benzatone... 

Les solvants preferament utilises dans les reactions de depolarisation sont le diclorometane, la 
formamede, le dimetilformamide ou n'importe quel autre solvant qui soit polaire non hydroxyie. 

Les conditions operatoires, surtout la temperature, la duration de la reaction et la quantity d'hydroxyde 
permettent d'obtenir un grade de depolarisation souhaitee. 

Apres la reaction, les produits obtenus de la precipitation s'isolent par une solution alcoholique d'un sel 
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alcaJin ou aJcalin-terreux. On peut egalement fractlonner les prqduits obtenus par les moyens habituels de 

precipitation fractionne, de ultrafiltration ou cromatographie. 

ce proc4d6 original, objet de la presents demande. se diferncie des autres precedes chimiques connus 

jusqu'& ce jour, car il se developpe dans un milieu non aqueux, dans un solvant inerte et dans des 
s conditions qui peuvent etre extremement douce. Un des avantages de ce precede est qu'il ne degrade pas 

le lien actif de la moiecul d'Heparineet qu'il ne provoque pas de reaction secondare de desulfatation. Un 

autre avantage est que les fragments d'Heprine de bas poids moleculaire qui n'ont aucune activite ^ 

biologique, s'eiiminent automatiquement dans retape finaie de la precipitation, de sorte que le produit 

obtenu presente une composition optimale, reglee par les conditions operatoires, en fonction du poids 
to moleculaire moyen desire. $ 
De plus, le riactif principal de la reaction, c'est & dire, I'hydroxyde d'ammoniaque cuaternaire, ne 

precipite et ne tache pas le produit final. 

Les melanges d'olisaccharides obtenus selon le proc£d£ defendu peut etre fractionne par des 

methodes connues: precipitation fractionne, cromatographie, ultrafiltration. 
is II est egalement tr£s avantageux soumettre ces produits k Taction douce d'un agent r£ducteur comme 

le borohydrure de sodium ou de potasium, pour que les groupes terminates se stabilisent. 



Exemple 3 

20 

II s'agit d'une solution de 10 gr. d'Hiparinate de bencetone avec 50 ml. de dicloromethane par 2 ml. 
d'une solution de Triton B a 50% dans la methanol, durant 24 heures a 30q C. Apris rajouter 2 autres ml. 
de solution Triton B et laisser reposer 24 heures a 30q C. De nouveau rdaliser la mhme operation et apres 
ajouter 50 ml. d'une solution acethate de clacium a 10% de methanol. Le precipite se reprend par filtration, 

25 laver avec le methanol et dissoudre dans 1 0ml. d'eau. Ajouter 10 ml. d'une solution a 5% de borohydrure 
de sodium et laisser a temperature ambiente durant 24 heures. Filtrer ia solution, ajouter 6 gr. de clorure 
caicique fiitrg et precipiter en ajoutant 200 mf. de methanol. II s'isole par filtration, laver avec le methanol et 
laisser s£cher au vide. On obtient 2,5 gr. d'H6parine depolarise sous forme de set caicique. dans ces 
exenples. I'Heparine de benzal utilise a ete prepare h partir d'une Sparine de pore, dont I'activite es de 

30 165 unites U.P.S. 



Analyse des produits 

35 Les produits peuvent s'analyser selon les techniques d'analyse de I'Heparine. cependant, et due a sont 
petit poids moleculaire, ils ont des caracteristiques particulferes qui seront mentionnees dans des exemptes 
illustratifs. le poids moleculaire moyen s'est mesure par le gel- cromatographie selon le procede de E.A. 
Johnson etal. (Cargohydrate Research, SI, 119-127, H76). 

L'activit§ anti-facteur Xa s'est determine sur un plasma humain selon le methode amidolitique decrit par 

40 TEIEN et aL (Thrombosis research, 8,413, 1976), en utilisant les reactifs contenus dans ie kit commercialise 
par la botte KABI. L'activite vient exprimee en unites/mg., en ayant comme reference la 4eme marque 
Internationale d'Heparine a laquelle s'attribue ie titre de 177 U/mg. 

L'activite coagulante globale-vient exprimee en unite U.S.P. et mesure de la meme forme que pour 
I'Heparine. 

45 Les autre caraterlstiques se determinent selon les methodes de ia pharmacologic americaine U.S.P. 
XiX. Lis resultats suivants donnent a titre informatif seulement et ne limitent pas I'acc&s a cette invention. 
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Ex 1 


Ex, 2 


Ex. 3 


Poids rooleculaire moyen 
Cdaltons; 


6.000 


5.000 


4.600 


Pouvoir rotatif 


+ 412 


+40,52 


+ 402 


Possesseur de soufre 


11,5 


11,6 


U,5 


Possesseur de Nitrogene 


2,1 


2,05 


2,2 


Activite anti-Xa 


140 


125 


103 


Activite antlcoagulante 
U.S. P. 


65 


55 


' 50 



20 



Activite pharmacologique 

I'activite antithrombotique des produits s'est determine sur des animaux sur un model de thrombose 
25 veneineux, selon le procdde de REYERS (Thrombosis research, 18.669-674, 1.980). Le modele experimen- 
tal consiste a mesurer i'effet protecteur d'un produit sur la formation d'une trombe induite par la ligature de 
la veine cave d'un rat. On utilise des doses de 0 a 1 mg/kg. administree par vole veineuse 10 mm avant le 
ligature. L'efficacite d'un produit s'exprime par son DE50 deduit de la courbe qui represente la variation du 
poids du tronc en fonction de la dose. 
30 Les resuitats suivants se sont obtenus: 

DE50(mg/kg) 

Produit de I'exemple 1 0,20 



35 



« II 



2 



0,35 



40 



3 0,30 
On constate done que les produits de Invention exercent une activite antithrombotique importante. 
Duration de faction 

Aussi bein les produits comme I'Heparine commerciaie ont ftSadministrSs en primate par vole 
subcuta/ti en dose de 1 mg/kg, des prises de sang ont 6t6 faites durant 24 heures. L'activite anti-Xa s'est 
mesuree dans le plasma en utilisant les indications et les reactifs du kit commerciaie KABI. Les resuitats 
suivants correspondent au produit de i'exemple 3 et a I'Heparine. lis representent Is moyenne de 5 
so animates. 
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TEMPS ACTIVITE ANTI-Xa 

Heparine Produit Ex/ 3 



0 


0 


0 


3 h 


20 


70 


6 h 


5 


60 


9 h 


0 


45 


12 h 




20 


24 h 




10 



Nous croyons done que la duration de Taction du produit de I'exemple 3 est beaucoup plus tongue que 
celfe de I'Heparine et s'etend a 24 heures. 



Toxica 

La toxicite aigUe des produits s'est mesurg sur !e rat. la dose letale DL50 par vote veineuse est 
superieur a 1600 mg/kg. 

Revendications 

1. PROCEDE DE DEPOURISATION DE L'HEPARINE, POUR L'OBTENTION D'UNE HEPARINE DE 
BAS POIDS MOLECULAIRE DOTE D'UNE ACTIVITE ANTTTHROMBOTIQUE, caracterisSe parcequ'il traite 
d'un sel d'ammoniaque cuaternaire d'Heparine avec un hydroxyde d'arnmoniaque cuaternaire, dans un 
solvant non hydroxyle. jusqu'a obtenir une Heparine de bas poids moleculaire dote d'une activite antithrom- 
botique et de longue durSe, Isolde en forme de sel de sodium, de calcium et de magnesium. 

2. PROCEDE DE DEPOLARtSATION DE L'HEPARINE POUR L'OBTENTION D'UNE HEPARINE DE 
BAS POIDS MOLECULIRE DOTE D'UNE ACTIVITE ANTTTHROMBOTIQUE, selon la revendication pre- 
miere, caract£ris£e parce que la reaction s'effectue a temperature ambiente entire 10q et 60g O. 

3. PROCEDE DE DEPOURISATION DE L'HEPARINE POUR L'OBTENTION D'UNE HEPARINE DE 
BAS POIDS MOLECULAIRE DOTE D'UNE ACTIVITE ANTOTHROMBOTIQUE, selon les revendications 
1ere et 20g, caracterisees parce que ies produits resultants de la depoiarisation ont un poids moleculaire 
moyen compris entre 2.500 et 6.000 daltons. 

4. PROCEDE DE DEPOLARlSATlON D'UNE HEPARINE POUR L'OBTENTION D'UNE HEPARINE DE 
BAS POIDS MOLECULAIRE DOTE D'UNE ACTIVITE ANTITHROMBOTIQUE. selon ies revendications 1ere 
et 3eme caracterisees parce que les produits sont soumis a un traiteement modere par le borohydrure de 
sodium. 

5. PROCEDE DE DEPOLARISATION D'UNE HEPARINE POUR L'OBTENTION D'UNE HEPARINE DE 
BAS POIDS MOLECULAIRE DOTE D'UNE ACTIVITE ANTITHROMBOTIQUE. 

Telle qu'est decrite la presente memoire descriptive comptant 16 feuilles mecanographides par une seule 
face. 
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© Proc6d6 pour la d6polym£risation de I'heparine pour l'obtention d'une heparine de bas poids 
moleculaire dotee d'une actlvlte antlthrombotlque. 



© II s'agit d'un procedS ddpolymerisation de l'H6- 
parine pour obtenir un Heparine de bas poids mole- 
culaire, constitute par un melange de fragments 
d'H£parine de composition optimale, menant & son 
but la dSpolarisation en traitant d'un seul sel d'am- 
moniaque cuatemaire d'Heparine avec un diroxyde 
d'ammoniaque cuatemaire dans un solvant non hy- 
droxy l€, a temperature entre les 10 et 60° C, en 
soumetant le produrt obtenu h un traitement mod§re 
avec un borohydrure de sodium et permanganate 
potasique. 
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Description 

La pr£sente invention se rapporte a un nouveau proc^de de depolymerisation de I'Heparine. II consists 
particulierement a preparer un Heparins de bas poids moleculaire, constitue" par un melange de fragments 
5 d'Heparine de composition optimale, capable de refouler selectivement quelques facteurs de la coagulation. 
L'invention concerne egalement les produits resultants de I'application du proc^d§. 

L'Heparine est un mucopolysaccharide sulfate d'origine animale, extrait de I'intestin et du poumon de 
mammifere (vache, mouton, pore) et utilises depuis longtemps dans la therapie humaine pour la prevention 
et le traitement des maladies thromboemboliques. 
w C'est un fait, que I'utilisation de THeparine s'accompagne d'effets hemoragiques tres desagr^ables et 
que I'emploi quotidien, trois piqGres subcutanees ou intraveineuses constituent un inconvenient considera- 
ble. 

Actuellement, il est admis que I'activite antithrombotique de I'Heparine est due principalement a sa 
capacity d'activer I'antithrombine III, proline du plasma, puissant inhibiteur du facteur X active* et de la 
75 thrombine. 

De sorte qu'il est possible de mesurer au moyen de tests specifiques de inhibition de ces facteurs. 

On sait egalement que les Heparines courament utilisees theVapeutiquement sont des melanges de 
chaines polysaccharides diversement sulfatees, de longueur variables, contituees par I'enchainement 
d'unites de Glucosamine et d'Acides Idoroniques ou Glucoronique. Le poids moleculaire moyen de ces 
20 Heparines varie de 12.000 a 18.000 daltons et les valeurs extremes de ces chaines courtes et longues 
s'etendent entre les 3.000 et les 40.000 daltons. 

Les investigations realises par les differents auteurs ces dernieres annees, montrent que les fractions 
de I'Heparines constitutes par des chaines courtes et de poids moleculaires moyen compris entre les 4.000 
et les 6.000 daltons, possedent une action selective sur le facteur Xa et ont peu d'effet sur la coagulation 
25 globale mesurte avec des process pharmacologiques. De plus, on a constate que ces fractions de bas 
poids moleculaire employees par voie subcutan£e ont une action moleculaire plus durable que I'Heparine et 
cela se traduit par une activite piasmatique plus longue, mesuree par un test d'activite anti-facteur Xa. 

D'autre part, une demonstration faite dit que ces fractions produisent des effets hemoragiques 
beaucoup plus bas que I'Heparine. Ces resultats experimentaux ont ete continues par de nombreux essais 
30 cliniques qui ont prouve que les Heparines de bas poids moleculaire, sont efficaces pour la prevention de 
thrombose postoperatoire quand on prend de 20 a 40 mg environ par jour, et qu'iis induisent moins d'effets 
hemoragiques que I'Heparine conventionelle. 

On sait depuis longtemps que les fractions d'Heparine de bas poids moleculaire peuvent s'obtenir par 
filtration sur le gel Sephadex ou Bio-Gel d'une Heparine commerciale. La preparation par hydrolyse 
35 enzymatique est egalement bien connue, au milieu d'Heparinase, des produits de depolymehsation de 
I'Heparine avec un poids moleculaire et avec un activite coagulante de 70 unites U.S.P. environ. Tout au 
long de ces dernieres annees divers moyens chimiques ont ete utilises pour la depolymerisation de 
I'Heparine. 

Traitement avec Nitrite sodique au milieu d'acide, traitement alcalin d'ester, utilisation de radicaux libres 
40 engendres en presence d'eau oxygenee. Ces moyens permettent d'obtenir, avec des rendements variables, 
des melanges de fragments d'Heparine dans lesquels le poids moleculaire moyen et factivite anticoagulan- 
te varient selon le proctde et les conditions de I'operation. 

Les etudes effectuees par la demanderesse ont mene a une mise au point d'un nouveau proctde de 
depolymerisation d'une heparins de poids moleculaire moyen compris entre 10.000 et 20.000 daltons, pour 
45 obtenir un produit depolymerise de poids moleculaire moyen compris entre 2.500 et 6.000 daltons 
caracterise en ce qu'on traite un sel d'ammonium quaternaire d'Heparine avec un hydroxyde d'ammonium 
quaternaire, dans un solvant non aqueux inerte, la reaction s'effectuant a une temperature comprise entre 
10 'C et 60 'C, et en ce qu'on isole le produit de la reaction sous forme de sel alcalin ou alcalino-terreux. 
Ce procede consiste a traiter un sel d'ammonium quaternaire dans un solvant propre, par un hydroxyde 
so d'ammonium quaternaire. Le sel d'ammonium quaternaire d'Heparine s'obtient par la salification complete 
des groupes sulfates, sulfamides et carboxylase de I'Heparine par un ammonium quaternaire. L'Hydroxyde 
d'ammonium quaternaire peut etre un produit de commerce, comme I'hydroxyde de benciltrimetilammo- 
nium (Triton B), ou un autre hydroxyde en solution alcoolique, comme le methanol, ethanol ou isopropanol. 
Cet hydroxyde peut s'obtenir facilement a partir d'un halogene d'ammonium quaternaire par une reaction 
55 d'echange sur un echangeur d'ions. 

Comme les sels d'ammonium quaternaire d'Heparine, il est preferable utiliser des sels d'ammonium de 
chaine longue comme le citilpiride, didecildimetilamoniaque, benzetone. 
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Les solvants preterentiellement utilises dans les reactions de dSpolymerisation sont le diclorometane, la 
formamide, le dimethylformamide ou n'importe quel autre solvant qui soit polaire non hydroxyle. 

Les conditions opeVatoires, surtout la temperature, la duree de la reaction et la quantity d'hydroxyde 
permettent d'obtenir le grade de de polymerisation souhaite. 
5 Apres la reaction, les produits obtenus de la precipitation s'isolent, par une solution alcoolique d'un sel 
alcalin ou alcalino-terreux. On peut egalement fractionner les produits obtenus par les moyens habituels de 
precipitation fractionnee par ultrafiltration ou par chromatographie. 

Ce procede original, objet de la presente demande, se difference des autres procedes chimiques 
connus jusqu'a ce jour, car il se developpe dans un milieu non aqueux, dans un solvant inerte et dans des 
to conditions qui peuvent etre extremement douces. Un des avantages de ce procede est qu'il ne degrade 
pas le lien actif de la molecule d'Heparine et qu'il ne provoque pas de reaction secondaire de desulfatation. 
Un autre avantage est que les fragments d'Heparine de bas poids moieculaire qui n'ont aucune activite 
biologique, s'eiiminent automatiquement dans retape finale de la precipitation, de sorte que le produit 
obtenu presente une composition optimale, regiee par les conditions operatoires, en fonction du poids 
75 moieculaire moyen desire. 

De plus, le r^actif principal de la reaction, c'est a dire, I'hydroxyde d'ammonium quaternaire, ne 
precipite et ne tache pas le produit final. 

Les melanges d'oligosaccharides obtenus selon le procede revendique peut etre fractionne par des 
methodes connues: precipitation fractionnee, chromatographie, ultrafiltration. 
20 II est egalement tres avantageux de soumettre ces produits a Taction douce d'un agent reducteur 
comme le borohydrure de sodium ou de potasium, pour que les groupes terminaux se stabilisent. 

Les compositions resultantes de ('application du procede revendique peuvent s'obtenir a parti r d'Hepa- 
rine de divers origines (vache, pore, mouton), de qualite courante ou bien avec des caracteristiques 
particulieres, comme une activite specifique superieur a 220 unites U.S. P. Ces compositions sont consti- 
25 tu£es par des oligosaccharides dans lesquels le poids moieculaire varie de 1.200 a 15.000 daltons. Les 
compositions utilisees pour la prevention et le traitement des maladies thromboemboliques auront un poids 
moieculaire moyens compris entre 2.500 et 5.500 daltons preferablement. Les produits seront administres 
sous la forme de sels pharmacologiquement acceptables, comme le sel sodique, calcique ou de magne- 
sium. 

30 La dose quotidienne pour la prevention des thromboses post-ope ratoi res sera d'environ 20 a 60 mg, 
avec un rythme d'administration subcutane par jour. Ces produits peuvent egalement s'utiliser pour le 
traitement des hyperlipemies et comme antiinflamatoir. 
Les exemples ci-joints illustrent Invention. 

35 Exemples illustratifs 

Exemple 1 

Dissoudre 10 mg d'Heparine de Bencetone dans 50 ml de dicloromethane et ajouter 2 ml d'une 
40 solution d'hydroxyde de benciltrimethylammonium (Triton B) a 40% dans le methanol. Laisser reposer la 
solution 24 heures a temperature ambiante et ajouter ensuite 2 ml de solution de Triton B. Apres 24 heures 
de repos, ajouter 50 ml d'une solution d'acetate de sodium au 10% dans le methanol. Le precipite se 
reprend par filtration, lave au methanol et seche. On obtient 2,9 g d'Heparine depolymerisee. 

45 Exemple 2 

Dissoudre 10 g d'Heparine de bencetone dans 50 ml de dichloromethane et ajouter 2 ml d'une solution 
de Triton B a 40% dans le methanol. Cette solution doit bouillir durant 6 heures, ensuite laisser reposer a 
temperature ambiante. Precipiter ajoutant 50 ml d'une solution au 10% d'acetate sodique dans le methanol, 
so Isoler le precipite par filtration. Laver avec le methanol et laisser secher. On obtient 2,5 g. 

Exemple 3 

II s'agit d'une solution de 10 g d'Heparinate de bencetone avec 50 ml de dichloromethane par 2 ml 
55 d'une solution de Triton B a 50% dans le methanol, durant 24 heures a 30* C. Apres rajouter 2 autres ml 
de solution Triton B et laisser reposer 24 heures a 30 • C. De noveau realiser la meme operation et apr6s 
ajouter 50 ml d'une solution d'acetate de calcium a 10% de methanol. Le precipite se reprend par filtration, 
laver avec le methanol et dissoudre dans 50ml d'eau. Ajouter 10 ml d'une solution a 5% de borohydrure de 



3 



EP 0 293 539 B1 



sodium et laisser h temperature ambiante durant 24 heures. Filtrer la solution, ajouter 6 g de chlorure 
calcique filtre et precipiter en ajoutant 200 ml de methanol. II s'isole par filtration, laver avec le methanol et 
laisser s^cher au vide. On obtient 2,5 g d'Hgparine d§polarisee sous forme de sel calcique dans ces 
exempies. L'Heparine de benzal utilise a ete prepare a partir d'une Heparins de pore, dont l'activite est de 
5 165 unites U.P.S. 

Analyse des produits 

Les produits peuvent s'analyser selon les techniques d'analyse de I'Heparine. Cependant, et en raison 
70 dus bas poids moleculaire, ils ont des caracteristiques particulieres qui seront mentionn£es dans des 
exempies illustratifs. Le poids moleculaire moyen est mesure par ie gel-chromatographie selon le procede 
de E.A. Johnson et al. (Carbohydrate Research, SI, 119-127, 1176). 

L'activite anti-facteur Xa est determinee sur un plasma humain selon le methode amidolitique dScrite 
par TEIEN et al. (Thrombosis Research, 8, 413, 1976), en utilisant les reactifs contenus dans le kit 
75 commercialise par la boite KABI. L'activite est exprimee en unites/mg, en ayant comme reference la 4eme 
marque Internationale d'Heparine & laquelle s'attribue le titre de 177 U/mg. L'activite coagulante globale est 
exprimee en unite U.S.P. et mesur^e de la meme fagon que pur I'Heparine. 

Les autres caracteristiques se determinent selon les methodes de la pharmacologie americaine U.S.P. 
XIX. Les resultats suivants donnent k titre informatif. 

20 





Ex. 1 


Ex.2 


Ex.3 


Poids moleculaire moyen (daltons) 


6.000 


5.000 


4.600 


Pouvoir rotatoire 


+ 41° 


+ 40,5° 


+ 40° 


Teneur en soufre 


i i7s 


11,6" 




Teneur en azote 


2,1 


2,05 


2,2 


Activite anti-Xa 


140 


125 


103 


Activity anticoagulante 








U.S.P. 


65 


55 


50 



35 



40 



50 



55 



Activite pharmacologique 

L'activite antithrombotique des produits est determinee sur des animaux sur un module de thrombose 
veneuse, selon le proc£d£ de REYERS (Thrombosis Research, 18.669-674, 1.980). Le module experimental 
consiste & mesurer Peffet protecteur d'un produit sur la formation d'une thrombose induite par la ligature de 
la veine cave d'un rat. On utilise des doses de 0 k 1 mg/kg administrees par vote veineuse 10 mn avant la 
ligature. L'efficacite d'un produit s'exprime par son DE50 d£duit de la courbe qui repr£sente la variation du 
poids du tronc en fonction de la dose. 

Les resultats suivants sont obtenus: 



DE50 (mg/kg) 

45 Produit de J^exemple 1 0,20 

" n 2 0,35 

" "3 0,30 



On constate done que les produits de {'invention exercent une activite anti-thrombotique importante. 
Puree de Taction 

Aussi les produits comme I'Heparine commerciale ont ete administres en primate par voie subcutanee 
en dose de 1 mg/kg, des prises de sang ont ete faites durant 24 heures. L'activite anti-Xa est mesuree dans 
le plasma en utilisant les indications et les reactifs du kit commercial KABI. Les resultats suivant 
correspondent au produit de I'example 3 et h I'Heparine. lis represented la moyenne de 5 animaux. 
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70 



TEMPS 


ACTIVITE ANTI-Xa 


He pari ne 


Produit Ex. 3 


0 


0 


0 


3h 


20 


70 


6h 


5 


60 


9h 


0 


45 


12h 




20 


24 h 




10 



Nous croyons done que la dur§e de Taction du produit de I'exemple 3 est beaucoup plus longue que 
celle de THSparine et s'etend a 24 heures. 

75 Toxicite 

La toxicity aigue des produits est mesuree sur le rat. La dose legale DL50 par voie veineuse est 
superieur a 1600 mg/kg. 

20 Revendlcatlons 

1. Procede de de polymerisation d'une heparine de poids moleculaire moyen compris entre 10.000 et 
20.000 daltons, pour obtenir un produit d§polym6ris6 de poids moleculaire moyen compris entre 2.500 
et 6.000 daltons caracterise* en ce qu'on traite un sel d'ammonium quaternaire d'hSparine avec un 
25 hydroxyde d'ammonium quaternaire, dans un solvant non aqueux inerte, la reaction s'effectuant a une 
temperature comprise entre 10 'C et 60 *C, et en ce qu'on isole le produit de la reaction sous forme de 
sel alcalin ou alcalino-terreux. 

Claims 

30 

1. Process of depolymerising heparine having an average molecular weight between 10.000 and 20.000 
dalton to produce a depolymerized product having an average molecular weight between 2.500 to 
6.000 dalton characterized in that a quaternary ammonium salt of said heparine is treated with a 
quaternary ammonium hydroxide in a non-aqueous inert solvent, said reaction taking place at a 
35 temperature between 10 *C and 60 'C, and the reaction product is isolated in the form of an alkaline or 
earth-alkaline salt. 

PatentansprUche 

AO 1. Verfahren zur Depolymerisation eines Heparins mit einem mittleren Molekulargewicht zwischen 10.000 
bis 20.000 Dalton urn ein depolymerisiertes Produkt eines mittleren Molekulargewichts zwischen 2.500 
und 6.000 Dalton zu erhalten, dadurch gekennzeichnet, daB man ein quaternares Ammoniumsalz des 
Heparins mit einem quaternSren Ammoniumhydroxid in einem inerten nichtwSBrigen LSsungsmittel 
behandelt, die Reaktion bei einer Temperatur zwischen 10 *C und 60 °C durchfuhrt, und daB man das 

45 Reaktionsprodukt in Form seines Alkali- oder Erdalkalisalzes isoliert. 
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